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BSA : bovine serum albumin
CD : circular dichroism
COX : cyclooxygenase
DIF : Dorsal-related immunity factor
DNA : deoxyribonucleic acid
DMSO : dimethyl sulfoxide
Dpt : Diptericin
Drs : Drosomycin
ERK : extracellular signal-regulated kinase
EtOAc : ethyl acetate
FADD : Fas-associated protein with death domain
FCS : fetal calf serum
JNK : c-Jun N-terminal kinase
HS : heat shock
HREIMS : high resolution electron impact mass spectrum
HUVEC : normal human umbilical vein endothelial cell
IAP : inhibitor of apoptosis
IκB : inhibitor of κB
IKK : inhibitor of κB kinase
IL : interleukin
IMD : immune deficiency
IRAK : interleukin-1 receptor-associated kinase
LPS : lipopolysaccharide
MAPK : mitogen-activated protein kinase
MEK : MAPK/ERK kinase
MeOH : methanol 
n-BuOH : n-butanol 
NF-κB : nuclear factor κB
NIK : NF-κB-inducing kinase
NMR : nuclear magnetic resonance
NOS : NO synthase 
ODS : octadecylsilyl silica gel
OD : optical density
P- : phospho-
PAMPs : pathogen-associated molecular patterns
PGRP : peptidoglycan recognition protein
RIP : receptor-interacting protein
RNA : ribonucleic acid
SDM : Schneider's Drosophila medium
S.E. : standard error
TAB : TAK1-binding protein
TAK1 : transforming growth factor-β activated kinase 1
TIR : Toll/interleukin-1 receptor
TLC : thin layer chromatography 
TLR : Toll-like receptor 
TNF : tumor necrosis factor 
TNFR : TNF receptor
TRAF : TNF receptor associated factor
TRAIL : TNF related apoptosis inducing ligand
UAS : upstreaming activating sequence
























(lipopolysaccharide:LPS) などの微生物に共通する分子パターン (pathogen-associated 





















する.9) 血管透過性亢進はシクロオキシゲナーゼ- 2 (COX-2)，誘導型一酸化窒素合成








ある.12)  C 反応性タンパク質 (CRP)，マンナン結合レクチン(MBL)などの急性期タン





提示された異物の断片と主要組織適合抗原クラス II (MHC-II) の複合体を T 細胞が認
識することにより成立する．この際，異物－MHC-II 複合体とそれを認識する T 細胞






























での死亡者数は平成 18 年度で 8850 人であり，感染症による死亡者数 23904 人の中
で最も多い.19)米国では死亡者が年間 22 万人に上るとされる.20) このことからも，敗
血症の重篤性，およびその治療の困難さがうかがえる．
4. TNF-α を介した自然免疫活性化経路（TLR/IL-1R 経路，TNF 経路）
　自然免疫による病原微生物の排除や敗血症の発症にはサイトカインが大きな役割
を果たしており，中でも TNF-α はもっとも重要なサイトカインの一つである．TNF-
α は病原微生物を認識した食細胞や T 細胞などによって放出され，組織細胞や血管
内皮細胞，食細胞上の TNF-α 受容体(TNFR)に結合する.21,22) TNFR からの細胞内シ
グナル伝達を経て，ICAM-1やIL-8，MCP-1，COX-2，iNOS などが誘導され，感染






　病原微生物の感染に伴ったTNF-α の産生，及び TNF-α による作用の発現は細胞
内シグナル伝達経路が関与しており，TNF-α の産生は TLR 経路 (figure 1)，TNF-α に
よる作用の発現は TNF 経路 (figure 2) に代表される．TLR 経路の活性化はパターン認
識受容体である TLR による異物認識から始まる． TLR ファミリーは現在 11 種が報
告されており,5,29) 各 TLR は異なる異物を認識する．例えばTLR4 は，グラム陰性菌
の細胞壁成分である LPS やリポタイコ酸の認識に関与している.30,31)TLR が異物を認
識するとアダプター分子 MyD88を介してセリン／スレオニンキナーゼである IRAK 
が活性化される.32) 次いでIRAK は自己リン酸化を行い， TRAF6 と複合体を形成した
後に,33) MAP3 キナーゼである TAK1 を活性化する.34) TAK1 は IKK-αβγ 複合体のリン
酸化を誘導し,35) 活性化された IKK-β が IκB-α をリン酸化することにより，IκB-α の
ユビキチン化，プロテアソームによる分解が誘導される.36) その結果，IκB-α によっ
て阻害されていた転写因子 NF-κB を構成するp50 およびp65 が核内へと移行して，
TNF-α をはじめ種々のサイトカインや生体防御タンパク質の産生を促す.36) IL-1 受容
体を介した経路もほぼ同様の経路でサイトカイン類の産生を誘導するため，TLR 経
路はTLR/IL-1R 経路とも呼ばれる．
　TLR 経路の活性化により産生された TNF-α は標的細胞の TNFR1 に主に結合して 
TNF 経路を活性化する．TNF-α の結合によって三量体を形成した TNFR1 はデスド
メインを介して TRADD と結合する.37) 次いで，TRADD は RIP とTRAF2 を受容体に
リクルートする.38) さらに，TRAF2 はRIP のユビキチン化を介してTAK1を活性化さ
せ,39) IKK-αβγ 複合体のリン酸化を誘導する.36,40) また，MAP3 キナーゼであるNIK，
MEKK3 も TRAF2 の下流で IKK のリン酸化に必要とされている.41,42) IKK-β によって
IκB-α がリン酸化されると，NF-κB が核内へ移行して，ケモカインや接着分子など
の発現を誘導する.24) また，TNF-α は TNF 経路以外にも数種の経路を活性化すること
が知られている．一つは TRADD から FADD，caspase-8 へシグナルを伝達する経路
であり，活性化した caspase-8 によりアポトーシスの誘導が起きる.43) さらに，TNF-α
5
Figure 1. TLR を介した細胞内シグナル伝達
図は TLR4 により LPS を認識した場合を示す．
TLR4 から MyD88，IRAK，TRAF6，TAK1，IKK を介して NF-κB を活性化させる (TLR 経路 )．一方で，



















Figure 2. TNF-α により活性化する細胞内シグナル伝達
TNF-α 刺激は TNFR1 から RIP，TRAF2，NIK，IKK を介して NF-κB を活性化させる (TNF 経路 )．






















 は MAP キナーゼ(mitogen-activated protein kinase)経路も活性化する．MAP キナーゼ
経路は細胞の生存，分化，増殖，アポトーシスに深く関わっており，ERK1/2 経路
(extracellular signal-regulated kinase)，JNK 経路(c-Jun N-terminal kinase)，p38 経路の 3 
種に大別される.44) いずれも TNF-α 刺激によって活性化し，MAP3 キナーゼが MAP2 
キナーゼを，MAP2 キナーゼが MAP キナーゼをそれぞれリン酸化することでシグナ
ルを増強しながら伝達して，最終的に活性化された MAP キナーゼがさらに下流のキ
ナーゼや転写因子を活性化する.45) MAP キナーゼ経路(ERK1/2，JNK，p38) の活性化
は様々な作用をもたらすが，IL-8 など炎症性サイトカインの産生やアポトーシスも






すと考えられる．実際に，TLR 経路を阻害するTAK-242やE5564 (figure 3) は重症敗
血症の治療薬の候補として，現在第 III 相臨床試験が行われている.48,49) また，TNF-α 
は敗血症以外にも遅発性アレルギーや関節リュウマチ，クローン病などの炎症性疾
















た．ショウジョウバエの自然免疫活性化経路は Toll 経路と imd 経路の 2 つに大別さ
れ，Toll 経路は真菌や大部分のグラム陽性菌の感染において，主に抗真菌ペプチド 
drosomycin の産生を誘導する.53) 一方，もう一つの自然免疫活性化機構である imd 経
路はグラム陰性菌や一部のグラム陽性菌の感染に対して，主に抗細菌ペプチド  
































リカン認識タンパク質 (PGRP) ファミリー分子が担っている．PGRP-SA はリジン型
のペプチドグリカンを認識することで Toll 経路の活性化を，また PGRP-LE，PGRP-
LC は DAP 型のペプチドグリカンを認識することで imd 経路の活性化を誘起する.55) 
Toll 経路の活性化は細胞外に存在するタンパク質 spätzle が PGRP-SA などによる異物
認識で活性化することにより始まる.56,57) Spätzle によって誘起されたシグナルは，Toll 
を介して，Toll の細胞内ドメイン58) に結合したアダプター分子 dMyD88，tube へと伝
えられる.59,60) dMyD88 とtube によって，下流のセリン／スレオニンキナーゼの pelle 
が活性化されると，pelle は自己リン酸化を行い，Toll-アダプター分子複合体から解
離する.61) その後，核内移行阻害因子 cactus がリン酸化を受けて分解され，cactus に阻
害されていた rel タンパク質の DIF や dorsal が核内へ移行し，drosomycin などの発現
を誘導する.62) この Toll 経路は哺乳類の TLR 経路と極めて類似しており(figure 4)，
Toll はTLR，dMyD88 は MyD88 の，pelle は IRAK の，cactus は IκB-α の，dorsal・
DIF は NF-κB のホモログである.58~63) 
　一方，imd 経路の活性化は PGRP-LE や PGRP-LC などによる異物認識に始まり，
アダプター分子である IMD にシグナルを伝達する.64) IMD はdTAK1 を介してdmIKK 
(dIKK-γ, dIKK-β) 複合体のリン酸化を誘導する.65) 他方でIMD は dFADD を介して，
カスパーゼである DREDD を活性化する.66) これらのシグナル伝達の結果，rel タンパ
ク質である relish が dmIKK 複合体によりリン酸化される67) とともに，DREDD によ
り C 末端の核内移行を阻害するドメイン (ankylin repeat) が分解される.68) 最終的に
relish の転写活性化ドメインが核内へ移行することにより，diptericin などの抗菌ペプ
チドの産生を誘導する．この imd 経路は哺乳類の TNF 経路と類似していることが明
らかになっている (figure 5)．IMD は RIP の，dFADD は FADD の，DREDD は 
caspase-8 の，dmIKK は IKK の，relish は NF-κB–IκB のホモログである.64~68) 
10
Figure 4. ショウジョウバエの Toll 経路とヒトの TLR 経路
ショウジョウバエの Toll 経路とヒトの TLR 経路は双方とも自然免疫に重要な役割を果たすだけでなく
構成分子も共通性が高い．Toll は TLR の，dMyD88 は MyD88 の，pelle は IRAK の，cactus は IκB，
DIF は NF-κB のホモログである．
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Figure 5. ショウジョウバエの imd 経路とヒトの TNF 経路
ショウジョウバエの imd 経路とヒトの TNF 経路も自然免疫に重要な役割を果たすだけでなく双方の
構成分子の共通性が高い． IMD は RIP の，dFADD は FADD の，DREDD は caspase-8 の，dTAK1 は 
TAK1，dmIKK は IKK の，relish は IκB，NF-κB のホモログである．
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析を行った．その結果，化合物1 はショウジョウバエにおいて，in vivo で imd 経路
へ選択的に作用することにより自然免疫を抑制した．また，化合物1 はヒト臍帯静












lacZ 遺伝子導入ショウジョウバエによるex vivo アッセイ系 (Dpt-lacZ 系) を用いた.69) 
すなわち，キイロショウジョウバエ (Drosophila melanogaster) の抗菌ペプチド 
diptericin をコードする遺伝子の転写制御領域に，レポータータンパク質である β-
galactosidase をコードする大腸菌由来の遺伝子 lac Z を繋ぎ，それを外来遺伝子とし
て導入した幼虫を用いた (figure 6)．Diptericin は ，ショウジョウバエの自然免疫活性
化機構の一つである imd 経路が活性化されると，幼虫では脂肪体で産生される．自
然免疫 (imd 経路) の活性化により，Diptericin の転写が促進されると，それに連動し
てlac Z の転写も促進され，β-galactosidase が産生される．したがって，簡便かつ高
感度に定量可能な β-galactosidase 量を測定することにより，自然免疫の活性化を検出
できる．自然免疫の活性化は，DAP 型のペプチドグリカンを含有する市販のグラム
陰性菌の細胞壁画分 (LPS 画分)70) を培地中に添加することにより行った．その結果，
ショウジョウバエ 3 齢幼虫の脂肪体において，LPS 画分の添加により β-galactosidase 
の発現がみられた (figure 7A, B)．β-Galactosidase 量は既に矢島らによって示されてい
るように，LPS 画分の添加後，時間依存的に増大し，12 時間後に最大値に達したこ
とから，スクリーニングにおける幼虫組織の培養時間は 12 時間とした(figure 7C).69) 
試料による自然免疫抑制作用の検出は，LPS 画分のみを添加したとき (最終濃度 10 
µg/mL) を基準として，試料を添加した際の β-galactosidase 産生量の低下を指標に











Figure 6.  Dpt-lacZ 系の概要



































Figure 7.  Dpt-lacZ 系の ex vivo における β-galactosidase 産生
(A, B) 脂肪体におけるレポーター遺伝子の発現(A : LPS 画分 10 µg/mL 刺激12 時間後の 
X-gal 染色, B : LPS 画分 (–)).(C) β-galactosidase 産生量の時間依存性(LPS (+) : LPS 画分 
10 µg/mL 刺激，LPS (–) : LPS 画分 (–)，HS (+) : 37 ˚C, 30 min. 熱刺激)．β-galactosidase 量
















( 24 h., 25 °C)
S2 細胞
Figure 8. S2 細胞系
S2 　　WST-8 法
 細胞生 下




ジョウバエを用いた熱刺激依存的レポーター遺伝子アッセイ系 (hs-lacZ 系) により
行った．この系では，熱刺激によりheat shock promotor 下流の酵母由来の転写因子 
GAL4 の発現が誘導される．さらに GAL4 がその標的配列である UAS (upstream 
activating sequence) に結合すると，UAS 下流のレポーター遺伝子 lac Z の転写が促進さ
れ，β-galactosidase が産生される (figure 9)． 
　この系の特徴は Dpt-lacZ 系と同じレポーター遺伝子 lac Z による β-galactosidase の
産生を自然免疫の活性化でなく，熱刺激によって誘導する点である．すなわち，試
料の自然免疫非依存的な  lacZ  の転写・翻訳阻害作用は  hs-lacZ  系におけるβ-
galactosidase 産生の抑制作用として検出される．Figure 10A, B に示したように，熱刺
激に依存して， β-galactosidase は脂肪体を含む全身で発現がみられた (figure 10A, 
B)．また産生量は熱刺激後の培養時間依存的に増大し，18 時間で最大値となったた
め，培養時間は 18 時間とした (figure 10C)．一方，Dpt-lacZ 系は熱刺激によって，hs-
lacZ 系は LPS 画分の添加によって β-galactosidase 量の増加はみられなかった (figure 





Figure 9. hs-lacZ 系
Figure 10.  hs-lacZ 系の ex vivo における β-galactosidase 産生
(A, B) 全身におけるレポーター遺伝子の発現(A : 37 ˚C, 30 min. 熱刺激18 時間後の X-gal 染色．
B : 熱刺激 (–)).(C) β-galactosidase 産生量の時間依存性 (HS(+) : 37 ˚C, 30 min. 熱刺激，HS (–): 熱




　このように新たに確立した 2 種のアッセイ系を Dpt-lacZ 系に組み合わせたスク
リーニング法は自然免疫選択的に作用する物質を検出できると考えられる．すなわ
ち，Dpt-lacZ 系でスクリーニングを行い，自然免疫抑制作用を示した試料は S2 細胞
系，hs-lacZ 系で評価を行う．S2 細胞系で細胞生存率の低下，またはhs-lacZ 系で転
写・翻訳阻害作用を示した試料は自然免疫非選択的な作用を示したと判断して排除










Figure 11.  自然免疫選択的抑制物質の探索法
転写・翻訳阻害作用








amanitin (figure 12)) の作用を3種のアッセイ系で検討した．T2 toxin は数種の
Fusarium 属の糸状菌から単離された 12, 13-エポキシトリコテセン骨格を持つマイコ
トキシンでタンパク質やDNA合成阻害作用を有し，極めて強い毒性を示す. 7 2 ) 
Streptomyces griseus から単離されたグルタールイミド環をもつ抗カビ性抗生物質
cycloheximide は aminoacyl-s-RNA のリボソーム A site への結合を阻害することにより
タンパク質合成阻害作用を示す.73) Beauvericin は白彊病菌（Beauveria bassiana）から
単離された環状ペプチドで，生体膜に作用し異常なイオン輸送を引き起こすことが
報告されている.74) タマゴテングタケ (Amanitia phalloides) や数種のキノコから単離さ
れた環状ペプチドα-amanitin は，RNA polymerase II を特異的に阻害することで転写
阻害作用を示すことが知られている.75) 
　本スクリーニング法によりこれらの化合物の活性を評価した結果，T2 toxin は10 
nM，cycloheximide は0.1 µM，beauvericin は10 µM で  Dpt-lacZ 系のβ-galactosidase 産
生量とS2 細胞系の細胞生存率をともに50% 以下に抑制した (figure 13A~C)．した
がってDpt-lacZ 系とS2 細胞系は，細胞毒性を有する化合物にほぼ等しい感受性を示
すものと判断される．一方，α-amanitin は，5 nM の濃度でDpt-lacZ 系を約 50% 阻害
するものの，S2  細胞系では 10 µM 以下の濃度で細胞生存率を低下させなかった
(figure 13D)．このことは，転写阻害作用を有するα-amanitin が細胞毒性を示さない
濃度においても，Dpt-lacZ 系で  lac Z の転写を阻害した結果と考えられる．α-



























(A) T2 toxin, (B) cycloheximide, (C) beauvericin, (D) α-amanitin
縦軸の値は DMSO 添加時の
　Dpt-lacZ 系 (n=4) □ : 10 µg/mL の LPS 画分を培地に添加したときの β-galactosidase/protein (ng/mg),
　S2 細胞系 (n=6) ○: 生細胞数 (Abs. OD450 (4h - 0h)), 
　hs-lacZ 系 (n=4) △ : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) で誘導したときの β-galactosidase/protein (ng/mg)  
の平均値を 100 とし，横軸の各化合物の濃度に対する相対値で表した．各化合物は DMSO に溶解
させて培地に添加した．
Figure 13. 毒性を有する化合物の本スクリーニング法における作用
第 2 項　TNF 経路に作用する化合物による評価
　序論で述べたようにショウジョウバエの imd 経路はヒトの TNF 経路ときわめて類
似している．本研究は，この点に着目して，ショウジョウバエを用いたスクリーニ
ング法を通じてヒトのTNF 経路に作用する新しい物質を探索することを目的として
いる．そこで，既にTNF 経路のシグナル伝達を阻害することが知られている  
zeaenol，IKK inhibitor peptide，Z-VAD-FMK (figure 14) が，本スクリーニング法におい
て自然免疫に対し選択的な抑制作用を示すかどうかを検証した．
　TNF 経路に存在するリン酸化酵素TAK1及びIKK は，サイトカイン遺伝子の転写
を促進する転写因子である NF-κB の活性化にとって必須の分子である(figure 2).36) 
TAK1 阻害剤 zeaenol は糸状菌 Cochliobolus lunatus から単離された化合物であり，
LPS 刺激によるTNF-α 産生を阻害することが知られている.76) IKK inhibitor peptide は
基質である IκB-α のリン酸化部位認識サイトに相当する 14 アミノ酸ペプチドと FGF 




一方，ショウジョウバエには TAK1 のホモログとして dTAK1 が，IKK のホモログと
して dmIKK が，caspase 8/10 のホモログ としてDREED が存在し，いずれもimd 経
路の活性化に必須であることが明らかになっている.61,65,66) したがって，これら 3 種の 
TNF 経路を制御する化合物はショウジョウバエの imd 経路で類似した分子を阻害す
ることで自然免疫選択的抑制作用を示すことが期待された． 
　Zeaenol は2 µM から Dpt-lacZ 系で強力にβ-galactosidase 産生を阻害したものの，
S2 細胞系での細胞生存率，hs-lacZ 系でのβ-galactosidase 産生量は20 µM 以下では低
下しなかった (figure 15A)．IKK inhibitor peptide は Dpt-lacZ 系において 3 µM から濃
度依存的な抑制作用を示し，一方，S2 細胞系，hs-lacZ 系には15 µM でも影響を与
えなかった(figure 15B)．また Z-VAD-FMK も Dpt-lacZ 系で3µM から抑制作用を示
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し，S2 細胞系，hs-lacZ 系では 30 µM 以下でまったく抑制作用を示さなかった (figure 
7C)．したがって zeaenol，IKK inhibitor peptide，Z-VAD-FMK は本スクリーニング法
において自然免疫選択的抑制作用を確認することができた．
　次いで，各化合物の TNF 経路とimd 経路に対する感受性を比較する目的で，両経
路の阻害濃度を検討した．Zeaenol，IKK inhibitor peptide の TNF 経路に対する阻害作
用は，ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）を用いて， TNF-α 刺激による IL-8 の
産生を抑制する濃度を検討することにより評価した．Z-VAD-FMK の TNF 経路への
阻害作用は， HepG2 細胞を用いたときの，TNF-α 刺激によるアポトーシスの誘導を
阻害する濃度を参照することにより評価した.78) 3 種の化合物について Dpt-lacZ 系と
各種哺乳類細胞のアッセイ系における IC50 を比較したところ，いずれの化合物も
IC50 の差は 3 倍以下であった  (table 1, figure 16)．この結果は zeaenol，IKK inhibitor 


























Figure 14. TNF 経路に作用する化合物
　細胞膜透過性シグナルペプチド　　IκB-α リン酸化部位認識サイト
29
(A) zeaenol, (B) IKK inhibitor peptide, (C) Z-VAD-FMK
縦軸の値は DMSO 添加時の
　Dpt-lacZ 系 (n=4) □ : 10 µg/mL の LPS 画分を培地に添加したときの β-galactosidase/protein (ng/mg),
　S2 細胞系 (n=6) ○: 生細胞数 (Abs. OD450 (4h - 0h)), 
　hs-lacZ 系 (n=4) △ : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) で誘導したときの β-galactosidase/protein (ng/mg)  
の平均値を 100 とし，横軸の各化合物の濃度に対する相対値で表した．各化合物は DMSO に溶解
させて培地に添加した．










a) LPS fraction-mediated activvity of Dpt-lacZ
b) IL-8 production for TNF-α stimulation in HUVEC















































Figure 16.  TNF 経路に作用する化合物の imd 経路の推定作用点と IC50 の比較






検討した．化合物には獲得免疫を阻害する FK506，cyclosporin A，JNK 阻害剤の 
SP600125，p38 阻害剤の SB203580 を用いた (figure 17)．
　FK506，cyclosporin A は臓器移植後の拒絶反応の防止や自己免疫疾患などに対し
て，免疫抑制剤として臨床で用いられている．これらの化合物は細胞内でレセプ
タータンパク質（FK506 : FKBP-12, cyclosporin A : cyclophilin A)に結合した後，カル
シニューリンと呼ばれるプロテインホスファターゼと結合することでその機能を阻
害する.78) カルシニューリンは IL-2 の発現に必要なシグナル伝達経路において重要な






制することが知られている.80,81) JNK，p38 は MAP キナーゼファミリーに属するリン
酸化酵素であり，TNF-α 刺激や UV など外界からのストレスに応答して活性化し，
細胞増殖やアポトーシスの誘導，サイトカインの産生などに関与する．ショウジョ
ウバエにも JNK，p38 のホモログが存在しており，in vitro で LPS 画分刺激により，
これらのタンパク質が活性化することが知られている.65,82) しかしながら，いずれも
自然免疫における役割は充分に解明されていない．SP600125 はショウジョウバエ 
JNK の自己リン酸化，SB203580 はショウジョウバエ p38 のリン酸化酵素活性を阻害
することが明らかにされている.8 2 ,8 3 ) そこで 3 種のアッセイ系におけるFK506，
cyclosprin A，SP600125，SB203580 の作用を検討した．
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　FK506 は Dpt-lacZ 系に対して 50 µM の濃度でも影響を与えなかった(figure 18A)．
一方，cyclosporin A は 3 µM からDpt-lacZ 系でβ-galactosidase 産生を抑制したが，S2 
細胞系，hs-lacZ 系も同様な濃度で抑制したことから自然免疫非選択的な作用である
と判断された(figure 18B)．SP600125，SB203580 はそれぞれ30 µM，3 µM からDpt-
lacZ  系で抑制作用を示したが，S2  細胞系，hs- lacZ  系でも細胞生存率や β -
galactosidase 産生量を低下させた．SP600125 にはDpt-lacZ 系における抑制作用に選
択性はみとめられず，SB203580 も低かったため自然免疫に依存した作用とは判断さ
れなかった(figure 18C, D)．したがって，本スクリーニング法によってFK506，
cyc lospor in  A  のようなカルシニューリンを標的とする獲得免疫抑制物質や 
SP600125，SB203580 のような JNK，p38 の阻害剤は検出されないものと考えられ
る．
　以上の既知化合物を用いた評価から，本スクリーニング法はショウジョウバエの 


















































Figure 17.  TNF 経路以外のシグナル伝達系に作用する化合物
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(A) FK506, (B) cyclosporin A, (C) SP600125, (D) SB203580
縦軸の値は DMSO 添加時の
　Dpt-lacZ 系 (n=4) □ : 10 µg/mL の LPS 画分を培地に添加したときの β-galactosidase/protein (ng/mg),
　S2 細胞系 (n=6) ○: 生細胞数 (Abs. OD450 (4h - 0h)), 
　hs-lacZ 系 (n=4) △ : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) で誘導したときの β-galactosidase/protein (ng/mg)  
の平均値を 100 とし，横軸の各化合物の濃度に対する相対値で表した．各化合物は DMSO に溶解さ
せて培地に添加した．













分中の DAP 型ペプチドグリカンの認識分子である PGRP-LC,8 4 )  アダプター分子 
IMD,64) キナーゼ dTAK1,65) 転写因子 relish,67) を用いた．PGRP-LC，IMD，relish の過剰
発現は下流の最終生産物，抗菌ペプチド diptericin の発現を誘導することがすでに報
告されている.85~87) dTAK1 の過剰発現による diptericin の発現誘導は，今回新たに試み
た．各タンパク質の過剰発現は熱刺激により誘導した．その結果，PGRP-LC，
IMD，dTAK1，relish の各タンパク質を過剰発現した際に， 過剰発現を行わなかった
場合と比較して時間に依存したβ-galactosidase 産生が誘導された (figure 19)．また，
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Figure 19. タンパク質過剰発現系の ex vivo における β-galactosidase 産生
(A) Imd 経路と過剰発現したタンパク質の位置
(B) PGRP-LCx, (C) IMD, (D) dTAK1, (E) relish の過剰発現による β-galactosidase 量の
時間依存性 (HS (+) : 37 ˚C 30 min. (dTAK1 は 40 min) 熱刺激 : HS (-) : 熱刺激 (–)).




免疫選択的な抑制作用を示すことが明らかになった zeaenol，IKK inhibitor peptide，Z-
VAD-FMK について，本タンパク質過剰発現系により作用点を解析した．前述のと




　Zeaenol，IKK inhibitor peptide は PGRP-LC，IMD，dTAK1 の過剰発現時は LPS 画分
による刺激時と同様に Dpt-lacZ 系による β-galactosidase 産生を抑制し，relish の過剰
発現時は抑制作用を示さなかった (figure 20A, B)．したがって，zeaenolとIKK 
inhibitor peptide は dTAK1 と relish の間に作用点を有することが示唆され，この結果
はimd 経路における推定標的分子であるdTAK1 とdmIKK の位置と相関した．ま
た，zeaenol は標的分子と推定される dTAK1 の過剰発現時も自然免疫抑制作用を示し
たことから，本過剰発現系において自然免疫制御物質は，標的分子の過剰発現に対
して自然免疫抑制作用を示す可能性が示唆された．一方，Z-VAD-FMK は LPS 画分
による刺激と同様に PGRP-LC，IMD，dTAK1，relish の過剰発現時も抑制作用を示
した(figure 20C)．Z-VAD-FMK の推定標的分子 DREDD は relish の上流に位置するタ
ンパク質であるが，過剰発現させた relish は転写活性化ドメインのRHD に加え，核
内移行阻害ドメインの ankylin repeat も含んでいる．Relish の活性化には，DREDD に
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(A) Imd 経路内における既知化合物の推定標的分子の位置 , (B~D) LPS fraction, PGRP-LC, IMD,
dTAK1, relish 過剰発現に対する TNF 経路に作用する化合物の自然免疫抑制作用．
(B) zeaenol, (C) IKK inhibitor peptide, (D) Z-VAD-FMK 
縦軸は DMSO 添加時の
　Dpt-lacZ 系 (n=4) : 10 µg/mL の LPS 画分を培地に添加したとき
　PGRP-LC (n=4) : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) を加えて PGRP-LC を過剰発現させたとき
　IMD (n=4) : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) を加えて IMD を過剰発現させたとき
　dTAK1 (n=4) : 熱刺激 (37 ˚C, 40 min.) を加えて dTAK1 を過剰発現させたとき
　Relish (n=4) : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) を加えて relish を過剰発現させたとき

























IKK inhibitor peptide，Z-VAD-FMK は，それぞれのimd 経路における推定標的分子で
あるdTAK1，dmIKK，DREEDの位置と相関する作用を示した．現時点で本過剰発
現系は PGRP-LC，IMD，dTAK1，relish の 4 種のタンパク質についてのみ過剰発現















　放線菌 360 種，糸状菌 332 種の抽出物について自然免疫に対する作用を検討し
た．スクリーニングは figure 21 にしたがって行った．各抽出物は原則として，最終
濃度 10 µg/mL で自然免疫に対する活性を評価した．1 次スクリーニングでは S2 細胞
系と Dpt-lacZ 系で検討を行い，S2 細胞系でコントロールの 80% 以上，かつDpt-lacZ 
系でコントロールの 200% 以上，または 50% 以下の活性(増強作用 > 200% > 活性な
し > 50% > 抑制作用) を示した 119 種の抽出物を2 次スクリーニングの対象とした．
2 次スクリーニングではDpt-lacZ 系と hs-lacZ 系で検討を行い，Dpt-lacZ 系で再現よ




制作用を示したAspergillus sp. TF0770 のn-ブタノール抽出物から活性成分の単離・
構造決定を行った．
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微生物抽出物 692 種（放線菌 332 種，糸状菌 360 種）










　第 2 節　糸状菌Aspergillus sp. n-ブタノール抽出物からの活性
成分の単離
　微生物抽出物のスクリーニングにより自然免疫選択的抑制作用を示した Aspergillus 
sp. TF0770 の n-ブタノール抽出物について活性成分の精製を行った．精製は各画分 
20 µg/mL に対し S2 細胞系で細胞毒性の有無を確認しながら，Dpt-lacZ 系の抑制作用
を示した画分についてさらなる分画を行った．n-ブタノール抽出物 7.0 g を figure 22 
のように分配し，酢酸エチル可溶画分 5.50 g，n-ブタノール可溶画分 1.23 g，水可溶
画分 0.57 g を得た．その中で活性を示した酢酸エチル可溶画分について精製した．
　まず，酢酸エチル可溶画分 5.50 g をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し 
fr.E1~fr.E7 を得た．活性評価の結果，fr.E5 が自然免疫抑制作用を示した．次に，
fr.E5 を ODS カラムクロマトグラフィーに付し fr.E5-1~fr.E5-7 を得た．これらの中で
Fr.E5-1 が活性を示したため，シリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し合計で化
合物 1 を 19.6 mg 単離した．
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E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7
ODS column chromatography





Aspergillus sp. TF-0770  n-BuOH extract  (7.00 g)
partitioned with EtOAc-H2O
H2O solubles EtOAc solubles 
       (5.50 g)













　化合物 1 は，HREIMS において m/z 142.0983 に分子イオンピークが観測されたこ
とから，その分子式は C8H14O2 であることが判明した．1H，13C NMR データは糸状
菌 Aspergillus terreus より単離されていたシクロペンタンジオール化合物である c-4-
[(E)-1-propenyl]cyclopentane-r-1,c-2-diol (1) のそれらと一致した(figure 23).88) なお化合
物 1 は，Gaeumannomyces graminis var. tritici に対して 2 mg/mL で弱い抗真菌活性を示
すことが報告されている．
Table 2. c-4-[(E)-1-Propenyl]cyclopentane-r-1,c-2-diol (1) の1H NMR，13C NMR 測定値
　　position　　　         13C (ppm)a　　　　  1H (ppm)a
1,2 73.1 3.97-4.04 (2H, m)
3,5 36.8 2.07-2.15 (2H, m)
1.48 (2H, ddd, J = 4.6, 9.1, 13.6 Hz)
6 38.7 2.34-2.42 (1H, m)
1' 135.4 5.44 (1H, m)
2' 123.5 5.38 (1H, m)
3' 17.8 1.64 (3H, d, J = 5.1 Hz)
OH   2.48-2.64 (2H, br.s)






　第 3 節 シクロペンタンジオール化合物の自然免疫選択的抑制作用
　化合物  1  の詳細な自然免疫抑制活性を  Dpt-lacZ  系，S2 細胞系，hs-lacZ  系
で評価した．化合物1 は 10~25 µg/mL の濃度で Dpt-lacZ 系では抑制作用を示すが，
S2 細胞系，hs-lacZ 系では 50 µg/mL でも抑制作用はまったくみられなかった (figure 
24A)．続いて，化合物を前処理した場合の自然免疫抑制作用を評価した．LPS 画分
と化合物を同時に培地に添加した場合，化合物 1 が抑制作用を示す前に LPS 画分に
よる活性化のシグナル伝達がおきるため，本来より弱い自然免疫抑制作用を示した
可能性が考えられた．そこで化合物 1 で 3 時間の前処理を行い，その後 LPS 画分を
添加，または熱刺激した際の作用を Dpt-lacZ 系，hs-lacZ 系で評価した．化合物 1 は 
3 時間の前処理を行った場合，5 µg/mL から濃度依存的に Dpt-lacZ 系で抑制作用を示





(A) 化合物の前処理なし,(B) 化合物1 により3 時間の前処理
縦軸の値は DMSO 添加時の
　Dpt-lacZ 系 (n=4) □ : 10 µg/mL の LPS 画分を培地に添加したときの β-galactosidase/protein (ng/mg),
　S2 細胞系 (n=6) ○: 生細胞数 (Abs. OD450 (4h - 0h)), 
　hs-lacZ 系 (n=4) △ : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) で誘導したときの β-galactosidase/protein (ng/mg)  
の平均値を 100 とし，横軸の化合物の濃度に対する相対値で表した．各化合物は DMSO に溶解さ
せて培地に添加した．(B) のDpt-lacZ 系，hs-lacZ 系は 3 時間の化合物の前処理後に刺激を行った．




















る．さらに，第2 章では本スクリーニング法によって，Aspergillus sp. から自然免疫
選択的抑制物質 1 を単離した．本章では，化合物 1 の有用性を明らかにする目的
で，ショウジョウバエにおける in vivo 作用，並びにヒト臍帯静脈血管内皮細胞 
(HUVEC) を用いて，ヒトの自然免疫に対する作用について検討した．加えて，化合
物 1 の，ショウジョウバエ及びHUVEC における作用点について解析を行った．な
お，本実験では岡崎香織修士が当研究室で合成した化合物 1 を用いた.89) 合成によっ
て得られた化合物 1 は，糸状菌抽出物より単離した天然物1 と同等の自然免疫抑制
活性，選択性を示した(figure 25，天然物IC50 = 7.1 µM，合成品 IC50 = 6.5 µM)．
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(A) 化合物1 の化学構造, (B) 天然物, (C) 合成品の自然免疫抑制作用
縦軸の値は DMSO 添加時の
　Dpt-lacZ 系 (n=4) □ : 10 µg/mL の LPS 画分を培地に添加したときの β-galactosidase/protein 
(ng/mg),
　S2 細胞系 (n=6) ○: 生細胞数 (Abs. OD450 (4h - 0h )), 
　hs-lacZ 系 (n=4) △ : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) で誘導したときの β-galactosidase/protein (ng/mg)  
の平均値を 100 とし，横軸の化合物の濃度に対する相対値で表した．化合物は DMSO に溶解させ
て培地に添加した．Dpt-lacZ 系，hs-lacZ 系は 3 時間の化合物の前処理後に刺激を行った．
Figure 25. 化合物1 の天然物と合成品の生物活性比較
天然物 合成品
第 1 節　ショウジョウバエによる作用解析
第 1 項　in vivo における imd 経路選択的な自然免疫抑制作用
　化合物1 は，Dpt-lacZ 系で自然免疫抑制作用を示すことが明らかとなっている．
そこで，化合物 1 のin vivo における自然免疫抑制作用を，Erwinia carotovora，およ




は E. carotovora，M. luteusが，それぞれショウジョウバエの自然免疫活性化経路であ
る imd 経路及び Toll 経路を介した生体防御反応によって排除された結果であると考
えられている．実際に  imd 経路の活性化に関与する遺伝子の欠損変異体は  E. 
carotovora の感染に対する生存率が低下することが報告されており，同様にToll 経路
の活性化に関与する遺伝子の欠損変異体は M. luteus の感染に対する生存率が低下す
ることが知られている.91,92)すなわち，化合物1 を投与したときの E. carotovora，M. 
luteus に対する感染抵抗性を検討することにより，化合物1 の in vivo における imd，
Toll両経路への阻害作用評価できると考えた．そこで，化合物1を含む 4 % スク
ロース水溶液を与えたショウジョウバエ成虫に，E. carotovora及びM. luteus を感染
させ，その生存率を検討した．化合物の投与と微生物の感染は figure 26 に示したよ
うに行った．その結果，化合物1 投与群は非投与群に比べ，E. carotovora の感染に対
し，感染 1 日後から生存率が大きく低下した(figure 27A)．E. carotovora に感染させ
ずに，化合物 1 を投与した個体群では生存率の低下はみられなかった．このことか
ら，化合物1 は毒性作用でなく自然免疫抑制作用により，E. carotovora の感染抵抗性
を低下させたと考えられる．一方，M. luteus の感染時は化合物 1 の投与や感染の有
無に関わらず，生存率に影響はみられなかった(figure 27B)．また，Toll 経路におい
て，受容体 Toll のリガンドである spätzle の遺伝子欠損変異体 (spätzlerm7) に M. luteus 
50
を感染させると，化合物 1 の投与により影響を受けることなく生存率が低下した 
(figure 27C)．したがって，化合物1 はToll 経路を介したM. luteus に対する感染抵抗
性に影響を与えず，E. carotovora 感染に対する抵抗性を選択的に低下させることが明
らかになった．
　さらに，化合物1 が in vivo で imd 経路を阻害することを検討する目的で，E. 
carotovora，M. luteus の感染 8 時間後の抗菌ペプチドDrosomycin，Diptericinの
mRNA 量を定量的RT-PCR により評価した．その結果，化合物  1  の投与は  E. 
carotovora の感染により imd 経路を介して誘導される Diptericin の転写を抑制した
が，M. luteus の感染により Toll 経路を介して誘導される Drosomycin の転写には影響
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Figure 26.  ショウジョウバエ感染モデルの実験系
(A) ショウジョウバエの自然免疫活性化経路 .
ショウジョウバエの自然免疫活性化経路は imd 経路と Toll 経路に大別される．
Erwinia carotovora は imd 経路の活性化により，Micrococcus luteus は Toll 経路の活性化により
通常排除される．
(B) 感染モデル実験の時系列 .


















































Figure 27.  化合物 1 の in vivo 自然免疫抑制作用（感染抵抗性の低下）
(A) WT に E. carotovora, (B) WT に M. luteus, (C) spätzlerm7 に M. luteus を感染させた．縦軸は
　  : 化合物非投与，細菌感染群 ( 化合物 1 (–), infection (+))，
　  : 化合物投与，細菌感染群 ( 化合物 1 (+), infection (+))，
　  : 化合物投与，細菌非感染群 ( 化合物 1 (+), infection (–))，
について成虫 30 匹の各日における生存数を数え，0 日の個体数を 100 とした相対値を生存率 (%) 
として算出し，2 回の実験から平均値を求めた（C は 1 回のみ）．化合物 1 の投与は 2.5 mg/mL で






























































































Figure 28. 化合物 1 の in vivo 自然免疫抑制作用（抗菌ペプチド産生の低下）
 (A, B) E. carotovora, (C, D) M. luteus を WT 成虫に感染させ，8 時間後の個体から mRNA を抽出し，
定量的 RT-PCR を行った．グラフの縦軸は (A, C) Diptericin，（B, D) Drosomycin の mRNA 量を rp49




　第1 章第 3 節において確立した imd 経路内のタンパク質過剰発現系を利用して，
化合物 1 のショウジョウバエにおける作用点解析を行った．Imd 経路に存在する 
PGRP-LC，IMD，dTAK1，relish をそれぞれ過剰発現させ，それによって誘導される 
β-galactosidase 量を測定した．その結果，化合物 1 は，PGRP-LC，IMD の過剰発現に
よる β-galactosidase の産生をLPS 画分刺激時と同様に5 µg/mLの濃度から濃度依存的
に抑制した(figure 29)．一方，化合物 1 はdTAK1，relish の過剰発現による β-
galactosidase の産生を50 µg/mL においても低下させなかった．これらの結果から，







































Figure 29.  タンパク質過剰発現系による化合物 1 の作用解析
(A) Imd 経路内における化合物 1 の推定作用点 , (B) LPS fraction, PGRP-LC, IMD, dTAK1, relish の過剰発現
に対する化合物 1 の自然免疫抑制作用．縦軸は DMSO 添加時の
　Dpt-lacZ 系 (n=4) : 10 µg/mL の  LPS 画分を培地に添加したとき
　PGRP-LC (n=4) : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) を加えて PGRP-LC を過剰発現させたとき
　IMD (n=4) : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) を加えて IMD を過剰発現させたとき
　dTAK1 (n=4) : 熱刺激 (37 ˚C, 40 min.) を加えて dTAK1 を過剰発現させたとき
　Relish (n=4) : 熱刺激 (37 ˚C, 30 min.) を加えて relish を過剰発現させたとき
の β-galactosidase/protein (ng/mg) の平均値を 100 とし，横軸の化合物の濃度に対する相対値で表した．













第2 節　ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC) による作用解析
　前節までに化合物 1 が，ショウジョウバエにおいてIMD とdTAK1 の間で作用す
ることにより，imd 経路選択的に自然免疫を抑制することが明らかとなった．前述の
ようにimd 経路はヒトの炎症誘導機構 TNF 経路と極めて類似していることが知られ
ている．したがって化合物 1 はショウジョウバエの imd 経路に類似した作用点でヒ










第 1 項　TNF 経路を介したNF-κB 活性化の抑制作用
　まず化合物1 の TNF 経路に対する阻害作用を検討した． TNF 経路活性化の評価
は最下流に位置する NF-κB の活性化に着目して行った(figure 30)．転写因子NF-κB 
は rel タンパク質の p65，p50 のへテロ二量体で構成される．無刺激時においては
NF-κB にはIκB-α が結合し核内移行を阻害している.36) TNF-α からのシグナル伝達に
よって，IκB-α の分解が誘導されその結果，p65，p50 ヘテロ二量体が核内へ移行す
る.36)核内でp65，p50 ヘテロ二量体は κB 配列をもつ DNA に結合し，IL-8，MCP-1 
などのサイトカイン・ケモカイン類の転写を促進する.93)そこで，化合物1 存在下に
おいて，TNF-α 刺激によりNF-κB (p65，p50 ヘテロ二量体) が核内へ移行するかどう
かを抗 p65 抗体による蛍光抗体染色によって検討した．その結果，通常TNF-α 刺激 
20 分後に起きる p65（figure 31A : マゼンダ，B : 白）の核内（DAPI，figure 31A : 緑）
への局在化を化合物 1 は50 µg/mL で阻害した (figure 31)．また，化合物 1 で3時間
処理しても細胞の形態は変化しなかった．さらに，TNF-α で刺激した HUVEC より
核画分を抽出して κB 配列を持つ DNA に対する NF-κB の結合活性を評価した．活
性化 NF-κB による κB 配列結合活性はTNF-α 刺激後 30 分で増大するが，化合物 1 
を 50 µg/mL 添加することにより抑制された (figure 32)．以上から化合物 1 は，ショ


















Figure 30. TNF-α 刺激による NF-κB の活性化
TNF-α 刺激は TNFR を介して細胞内に伝達され，最終的に転写因子 NF-κB を活性化する．
NF-κB はおもに p65，p50 ヘテロ二量体で構成されており，TNF-α 刺激により IκB が分解
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Figure 31.  化合物 1 の TNF-α 刺激による p65 の核内移行阻害 (HUVEC)
(A) マゼンダ : p65, 緑 : DAPI, (B) 白 : DAPI, (C) 白 : p65
DMSO (Compound (–)), 化合物 1 50 µg/mL (Compound (+)) で HUVEC を 3 時間前処理した後，





























Figure 32. 化合物 1 の TNF-α 刺激による NF-κB の標的 DNA 結合阻害
DMSO (Compound (–)), または化合物 1 50 µg/mL (Compound (+)) で HUVEC を 3 時間前処理した後，
TNF-α 1 ng/mL で刺激を行った．縦軸は刺激なし (TNF-α (–))，または刺激後 30 分 (TNF-α (+))  に
おける細胞核抽出物の NF-κB DNA 結合活性を示しており，2 回の実験から平均値を求めた．
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第 2 項　TNF 経路を介したIKK，IκB-α リン酸化の抑制作用
　前項より化合物1 は哺乳類の TNF 経路を阻害することが明らかになった．そこ
で，TNF 経路における化合物 1 の作用点を明らかにするために，HUVEC を用いて
TNF 経路の個々の因子に対する化合物 1 の作用を解析した．化合物1は p65 の核内
移行を阻害したことから，作用点は NF-κB の上流に位置すると推定した．そこで
NF-κB のすぐ上流の因子として IKK，及びIκB のリン酸化に着目した(figure 33)．
TNF-α  刺激は  TAK1 などの  MAP3 キナーゼを介して  IKK 三量体の  IKK-β が
Ser177，Ser181 でリン酸化される．リン酸化により活性化した IKK-β はIκB-α を 
Ser32，Ser36 でリン酸化する.36)リン酸化された IκB-α がポリユビキチン化されプロ
テアソームによる分解を受けた結果，NF-κB は核内へ移行する．そこで TNF-α 刺激
による IKK-α/β，IκB-α のリン酸化を特異的リン酸化抗体を用いたウエスタンブロッ
ティングにより検討した．結果は figure 34 に示すように，化合物 1 は弱いながら 
TNF-α 刺激後 10 分における IκB-α，及びIKK-α/β のリン酸化を抑制した．したがっ



















Figure 33. TNF-α 刺激による IKK，IκB-α のリン酸化
TNF-α 刺激により TAK1 などの MAP3 キナーゼが活性化すると IKK のリン酸化が誘導される．リン酸化
により活性化した IKK 複合体は IκB-α をリン酸化する．リン酸化された IκB-α はユビキチン化を受けプ


























































Compound – –+ +
TNF-α + +– –
Figure 34. 化合物 1 による IKK, IκB-α リン酸化の阻害作用
(A) DMSO (Compound (–)), 化合物 1 50 µg/mL (Compound (+)) で HUVEC を 3 時間前処理した後，
TNF-α 1 ng/mL で刺激を行った．刺激なし (TNF-α (–))，または刺激後 10 分 (TNF-α (+)) における
 IκB-α，phospho-IκB-α，IKK-β，phospho-IKK-α/β．Actin を検出している．
(B) グラフの縦軸は NIH image program により定量した phospho-IκB-α または phospho-IKK-α/β と
 actin（内標準）の density の比を表し，3 回の実験から平均値，標準誤差を求めた．
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第 3 項　TNF 経路を介した TAK1 の活性化複合体形成の抑制作用
　前項より，化合物 1 の TNF 経路における作用点は IKK リン酸化の上流に存在する
と推定した．そこで，IKK のさらに上流に位置する TAK1 について活性化複合体の
形成を検討した．TNF-α 刺激により TRADD を介して受容体にリクルートされたア
ダプター分子 RIP は E3 リガーゼの TRAF2/5 によってユビキチン化される.39)RIP の
ポリユビキチン鎖に TAB2/3 が結合すると，同時に TAB2/3 に結合した TAK1 もリク
ルートされ，figure 35 に示すような複合体が形成される.40,94)最終的に，活性化した
TAK1 によって IKK のリン酸化が誘導される．そこで，抗 TAK1 抗体で免疫沈降を
行い，TAK1 と共沈した TRAF2，TAB2 の量をそれぞれ，抗 TRAF2 抗体，抗 TAB2 
抗体を用いたウェスタンブロッティングにより検出することによって，TAK1 を含む
活性化複合体の形成を検討した．その結果，TNF-α 刺激後 15 分でTAK1 とともに共
沈する TRAF2 の量は非刺激と比較して増加したが，化合物 1 存在下ではその増加が
抑制された (figure 36)．すなわち，TNF-α 刺激により誘導される TRAF2 と TAK1 を
含む複合体の形成が化合物 1 によって阻害されたと考えられる．また， TAK1 と共
沈するTAB2 の量は TNF-α 刺激や化合物 1 の存在により変動しなかった．したがっ
て，化合物 1 は TAK1 と TAB2 の結合を阻害しないと考えられる．以上から化合物 1 

































Figure 35. TNF-α 刺激による TAK1 を含む活性化複合体の形成
TNF-α 刺激により TRADD による RIP のリクルート，TRAF2 による RIP のポリユビキチン化，TAB2 の
ポリユビキチン鎖への結合が誘導される．その結果，TNFR1, TRADD, RIP, TRAF2, TAB2, TAK1 などに


























































Figure 36.  化合物 1 による TAK1 活性化複合体形成阻害作用
(A) DMSO (Compound (–)), または化合物 1 50 µg/mL (Compound (+)) で HUVEC を 3 時間前処理した後，
TNF-α 1 ng/mL で刺激を行い，cell lysate についてウサギ抗 TAK1 抗体で免疫沈降を行った．刺激なし
(TNF-α (–))，または刺激後 15 分 (TNF-α (+)) における TRAF2, TAB2, TAK1 を検出している．
(B) グラフの縦軸は NIH image program により定量した TRAF2 または TAB2 と TAK1 ( 免疫沈降のコン
トロール ) のバンドの density の比を表し，4 回の実験から平均値，標準誤差を求めた．
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第 4 項　TNF 経路選択的なケモカイン産生の抑制作用







ある IL-1β もTLR/IL-1R 経路を介して，サイトカイン・ケモカイン類の産生を誘導
し病原微生物からの感染防御や炎症反応に重要な役割を果たしている．TNF 経路と 
TLR/IL-1R 経路は TAK1 で合流しており，ともに IKK を介して NF-κB の活性化を誘
導する (figure 37)．しかし，TAK1 の上流は異なっており，TNF 経路が TRADD，
RIP，TRAF2 を介するのに対し，TLR/IL-1R 経路は MyD88，IRAK，TRAF6 を介して 
TAK1 を活性化する．化合物 1 は TNF 経路において TAK1 上流で作用することが示
唆されたことから，ヒトにおいては TNF 経路へ選択的に作用してサイトカイン・ケ
モカイン産生を阻害し，TLR/IL-1R 経路には作用しないことが予想された．そこで，
化合物 1 で処理した HUVEC を TNF-α，及び IL-1β で刺激した際に誘導されるIL-
8，及びMCP-1 の産生を ELISA により定量した．その結果，化合物 1は TNF-α 刺激
して12 時間後に誘導された IL-8，MCP-1 の産生を濃度依存的に抑制して，50 µg/mL 
の濃度でコントロールの約50%に産生量を低下させた (figure 38A, C)．一方，IL-1β 
刺激による IL-8，MCP-1 の産生を化合物 1 は50 µg/mL でもまったく抑制しなかった 
(figure 38B, D)．また，HUVEC を低濃度(0.1 ng/mL) のTNF-α で刺激した場合，化合
物1 はIL-8 の産生をより強力に抑制したが，IL-1β の刺激濃度を変化させてもIL-8 



















Figure 37. TLR/IL-1R 経路，TNF 経路と化合物 1 の推定作用点
TLR/IL-1R 経路，TNF 経路はともに自然免疫や炎症に重要な役割を果たしており，TAK1 で活性化
シグナルは合流して最終的に NF-κB の活性化を誘導する．化合物 1 は TNF 経路を TAK1 の上流で
阻害すると推定された．したがって，化合物 1 は TLR/IL-1R 経路には作用せず，TNF 経路を選択的
に阻害する可能性が考えられた． 































































































































Figure 38. 1 の TNF 経路選択的なケモカイン産生誘導の抑制
(A~D) 縦軸は DMSO 添加時の TNF-α (A, C) または  IL-1β (B, D) 1 ng/mL で刺激 12 時間後の培地に含まれる
 IL-8 (A, B)，MCP-1 (C, D) の産生量を 100 とし，横軸の化合物の濃度に対する相対値で表した．化合物 1 は
TNF-α, IL-1β 刺激の前に 3 時間の前処理を行った．(E, F) 縦軸は DMSO (□), 化合物 1 50 µg/mL (■) で HUVEC
 を 3 時間前処理した後，TNF-α (E) または IL-1β (F) で刺激 12 時間後の培地に含まれる IL-8 の産生量を示し





帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC) を用いて検討した．その結果，化合物1 はショウジョ
ウバエにおいて，アダプター分子 IMD とMAP3 キナーゼdTAK1 の間で作用するこ
とにより，imd経路を選択的に阻害して自然免疫抑制作用を有することが明らかに
なった．さらにHUVEC において，TAK1 の上流で作用することにより，TNF 経路
を選択的に阻害してケモカイン類の産生を抑制したことから，化合物1 が昆虫のみ
ならず哺乳類の自然免疫も抑制することが示唆された．ヒトの TNF 経路において，
TAK1 の上流には TRADD，RIP，TRAF2，TAB2 などが介在している．ショウジョウ
バエの imd 経路においては，IMD を介した dTAK1 の活性化機構は明らかにされてい
ないが，dTAK1 に結合する分子であるdTAB2 やTRAF2 に類似した RING ドメイン
を有するE3 リガーゼ dIAP2 が介在することが示唆されている.96,97) 化合物1 は，上記
のような昆虫と哺乳類で共通して自然免疫に関与するタンパク質の機能を阻害する
ことで，双方の自然免疫を制御すると推定される．一方で，化合物 1 の HUVEC に
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Figure 39. Imd 経路，TNF 経路における化合物 1 の推定作用点
Imd 経路において化合物 1 の作用点は IMD と dTAK1 の間に存在すると推定した．TNF 経路において























質として化合物 1 を見出した．化合物 1 は細胞毒性や転写・翻訳阻害作用をまった
く示さず，自然免疫を選択的に抑制したことから，さらに活性発現機構の解析を
行った．その結果，化合物 1 はショウジョウバエにおいて，in vivo で imd 経路へ選



















　直径約 2 cm, 高さ約 10 cm のプラスチックのチューブの底に培地を適量入れ，その
中にキイロショウジョウバエを入れ，25 ˚C，あるいは 18 ˚C のインキュベーター内
で飼育した．インキュベーターは暗所，明所各 12 時間に設定してあり，ショウジョ
ウバエは 25 ˚C で約 10 日間，18 ˚C で約 20 日間のライフサイクルを持つ．
ショウジョウバエの培地（えさ）の作成法
　　材料（1000 本分）
　　　Agar          5 g
　　　Glucose      450 g




　　　Ethyl 4-hydroxybenzoate 22 g
　　　Dry yeast     適量




えて固まるのを待つ．固まったら綿栓をして，保存した．使用前日に dry yeast を入
れた．
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自然免疫制御物質の検出系 (Dpt-lacZ 系) 
1. 培地の調製
　ショウジョウバエの脂肪体の培養には Schneider's Drosophila Medium (Gibco-BRL, 
Invitrogen)（ショウジョウバエの細胞培養用培地）に 20% の FCS (Valley Biomedical) 
と 1% の抗生物質（Antibiotics-Antimycotic; Gibco-BRL）を加えたものを用いた．自然
免疫の活性化に用いる LPS 画分（lipopolysaccharide from Escherichia coli O55:B5; 
Nacalai Tesque）は 1 mg/mL の濃度となるように精製水に溶解させて使用し，これを
培養液中に最終濃度 1% (10 µg/mL) となるように添加した．また，試料は DMSO 溶
液とし，培地中に最終濃度 0.5% となるように添加した． 




用するピンセットは 230 ˚C，4 時間の乾熱滅菌を行い，ショウジョウバエは 30% 
glycerol を用いてチューブから取り出した後に，70% ethanol で滅菌し，注射用水 (大
塚) と生理食塩水 (大塚) で洗浄し，クリーンベンチ内で解剖を行った．解剖は生理食
塩水で満たされたシャーレの中で行い，雌のみを選択し，頭部を切断して抗菌ペプ
チドの産生器官である脂肪体を露出させた (figure 40)．解剖は 1 つの試料につき 6 匹
ずつ行い，解剖体は 1 well あたり100 µL の培地の入った 96 well plate (Greiner Bio-One)




　化合物の前処理を行う場合は解剖体を 1 well あたり 90 µL の培地の入った 96 well 
plate の各 well に 1 匹ずつ入れて 25 ˚C で 3 時間前処理を行った後，0.1 mg/mL になる
ように LPS 画分を添加した培地 10 µL を各 well に分注した (LPS 画分の最終濃度は 
10 µg /mL)．その後 25 ˚C で 12 時間培養した．
3. β-Galactosidase の定量に用いる試料の調製
　解剖体を 12 時間培養した後，200 µL の reaction buffer（60 mM Na2HPO4 ，40 mM 
NaH2PO4 ，10 mM KCl ，1 mM MgCl2，pH 7.8）の入った 500 µL のチューブに入れ，
超音波破砕機  (Ultrasonic Processor XL; Misonix) を用いてホモジナイズして β-
galactosidase を抽出した．その後，遠心分離 (9170 x g, 10 min.,4 ˚C, MX-300; 
TOMY) を行い，上清 160 µL をアッセイの試料とした．
4. β-Galactosidase の定量
　β-Galactosidase は酵素反応により定量した．Standard は β-galactosidase を 100 ng/mL 
(2 ng / 20 µL) から 10 pg/mL (200 fg/20 µL) まで 10 倍ずつ 0.1% BSA+reaction buffer で
希釈することで調製した．Standard および調製した試料を測定用チューブに 20 µL ず
つ分注し，そこに酵素の基質である Galacton plus (Tropix) (reaction buffer で 80 倍に希
釈) を 80 µL 添加して正確に 1 時間，室温で撹拌した．その後エンハンサーである 
Emerald II (Tropix) (0.25 M NaOH で8 倍に希釈） を 100 µL 加えて直ちにルミノメー




galactosidase 量で評価した．Standard は 1 mg/mL の BSA (ウシ血清アルブミン) を精製
水で BSA 濃度が 0.5 ，0.4 ，0.25 ，0.125 ，0.05 (mg/mL) となるように希釈し，調製
した ．Standard および調製した試料を 10 µL ずつ 96 well plate に分注し，そこに 5 倍
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希釈した dye reagent (Bio-Rad) 200 µL を加えて室温で約  10 分間放置した後，




与えるため，データのばらつきが大きい．そこで 1 試料につき 6 匹でアッセイを行
い，単位タンパク質あたりの β-galactosidase 量が最大のものと最小のものを除いた 4 
つの試料の平均値 ± S.E. で活性を評価した．DMSO と LPS 画分のみを添加したとき
の平均値を 100%，DMSO のみを添加したときの平均値を 0% として，各試料の平
均値から相対値を算出した．
β-Galactosidase staining
　β-Galactosidase と，X-gal の酵素反応を利用して染色を行い，lacZ の発現を検出し
た．
　対象となる遺伝子導入個体の 3 齢幼虫を冷 PBS 中で解剖した．fixing solution に 15 
分間浸し，細胞の固定を行い、PBS で一回洗浄後，staining solution で 37 ˚C，約 1 時
間染色する．染色した幼虫の脂肪体を観察し，lacZ の発現を確認した．
　　Fixing solution
　　50% glutaraldehyde (Sigma) 20 µL
　　PBS   1 mL
　　Staining solution
　　8% X-gal 25 µL
　　stock solution    1 mL
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　Staining solution は，混合後 37 ˚C で 20 min. インキュベートし，使用直前に析出し
た結晶を遠心分離にて除去した．
　　Stock solution
　　100 mM NaH2PO4/Na2HPO4 10 mL
　　NaCl 0.88 g
　　1M MgCl2 100 µL
　　K4[Fe(CN)6]・3H2O 0.13 g
　　K3[Fe(CN)6] 0.10 g
　　Triton X-100 300 µL
　　8% X-gal
　　5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D(-)-galactopyranoside  37.0 mg
　　DMSO   463 µL
S2 細胞を用いた細胞毒性評価 (S2 細胞系)
1. 培地の調製
　培地は Schneider's Drosophila medium (Gibco-BRL) に FCS (Valley Biomedical) を 20% 
(v/v), Antibiotics-Antimycotic (Gibco-BRL) を 1% (v/v) になるように加えて調製した．
培地中には DMSO に溶解させた試料を最終濃度 0.5% (v/v) になるように添加した．
2. 細胞の培養
　96 well plate (Falcon) の各 well に試料を添加した培地 100 µL ずつ分注し，その中に
S2 細胞を2 x 105 cells/well になるように蒔いた（blank には細胞を蒔かないものとし
た）．その後，25 ˚C で 24 時間培養を行った．また，全ての実験は 1 つの試料につ
き 6 well ずつで行った．
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3. 生細胞数の測定
　24 時間培養後，MTT 様試薬（生細胞数測定試薬 SF; Nacalai Tesque）を各 well に 
10 µL ずつ分注した．分注直後に，Microplate Reader Model 680 (Bio-Rad) を使用して 
450 nm の吸光度を測定した（0h とする）．その後，25˚C で 4 時間培養を行い，再
び 450 nm の吸光度を測定した（4h とする）．
3. データ処理
　各 well の 4h の吸光度から 0h の吸光度を差し引き，各試料 6 well の平均値を生細
胞数の指標とした．培地に DMSO のみを添加したときの値を 100%，培地のみで細








に低温条件下 (4 ˚C) で行い，雄雌の区別は行わなかった．解剖体は培地を 1 well あた
り 100 µL ずつ入った 96 well plate の各 well に 1 匹ずつ入れた．熱刺激は解剖体の
入った 96 well plate を 37 ˚C のインキュベーターに 30 分間入れることにより行った．
その後25 ˚C で 18 時間培養した．
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3. β-Galactosidase 定量に用いる試料の調製，β-galactosidase の定量，Bradford 法による
タンパク質の定量およびデータ処理
　すべて Dpt-lacZ  系と同様に行った．ただし各データは DMSO のみを添加した






　hs-lacZ 系と同様に解剖を行った．ただし，IMD 過剰発現系の場合は蛍光顕微鏡 
(ZEISS) を用いてGFP による蛍光を発している幼虫を解剖した．解剖体は培地を 1 
well あたり 100 µL ずつ入った 96 well plate の各 well に 1 匹ずつ入れて，25 ˚C で 18 時
間培養した．3 時間の前処理を行う場合は熱刺激は与えず解剖を行い，96 well plate 
で25 ˚C，3 時間培養した．その後 37 ˚C のインキュベーターに 30 または40 分間入
れることにより熱刺激を行った．解剖体はその後，25 ˚Cで 18 時間培養した．
3. β-Galactosidase 定量に用いるサンプルの調製，β-galactosidase の定量，Bradford 法に
よるタンパク質の定量およびデータ処理
　すべて Dpt-lacZ 系と同様に行った．ただし各データは DMSO のみを添加した





　培地は Humedia EB2 に 2% FCS, 10 ng/mL hEGF, 1 µg/mL hydrocortizone, 50 µg/mL 
gentamicin, 50 ng/mL amphotericin B, 5 ng/mL hFGF-B, 10 µg/mL heparin, 5.55 mM glucose, 
0.3 mM arginin, 33 µM phenol red (すべて倉敷紡績) になるように加えて調製した．96 
well plate (Cellcoat®, Greiner Bio-One) の各 well に培地を 100 µL ずつ分注し，その中に 
HUVEC を 3.2 x 104 cells/mL になるように蒔いた (各 well 1 x 104 cells/cm2)．
2. 試料化合物による前処理
　24 時間の培養後，培地を取り除き，DMSO に溶解させた試料を最終濃度 0.5% 
(v/v) になるよう添加した培地を各 well に100 µL ずつ加えた．
3. サイトカインによる刺激
　1.5 時間(zeaenol)，または 3 時間(化合物1)，または12 時間(IKK inhibitor peptide) 
の前処理後，TNF-α またはIL-1β (hTNF-α, hIL-1β, Chemicon, Millipore) を添加してサ
イトカインの産生を誘導した．TNF-α 及びIL-1β は 10 ng/mL になるように培地に溶
解させて使用し，これを培地中に最終濃度 1 ng/mL (1/10) となるように添加して (11 
µL) 12 時間培養した．TNF-α 刺激を行わないwell には 培地のみを 11 µL 添加した．
12 時間の細胞培養後，培地 100 µL を回収してELISA 用の試料とした．
4. ELISA による IL-8, MCP-1 の定量
　アッセイは Imunoassay Kit (Biosource, Invitrogen) を用いて行った．試料は standard 
diluent buffer で任意に希釈して用いた．Standard は hIL-8，及び hMCP-1 を 2000 






モカイン量を差し引き，DMSO のみを添加したときの値を 100%，TNF-α を添加し
なかったときの値を 0% とした相対値で算出した．
分光分析／分離分析
　本実験に際して比旋光度は日本分光 P-1030 型旋光計を用いて測定した．MS は日
本電子 JEOL JMS DX 303 型，JMS AX 500 型及び 700 型質量分析計を使用した．
NMR スペクトルの測定は日本電子 JNM AL-400 型及び ECA-600 型核磁気共鳴装置を
使用し，内部標準物質としてテトラメチルシランを用いた．化学シフト値 (δ) は ppm 
で表し，結合様式は，一重線 : s，二重線 : d，三重線 : t，四重線 : q，二分裂した二重
線 : dd，多重線 : m，幅広いシグナル : br. などで表記した．
　カラムクロマトグラフィーは Silica gel 60 (230-400 mesh ASTM，Merck) 及び 
Cosmosil 75C18-OPN，140C18-OPN (Nacalai Tesque)を用いた．TLC は Silica gel 60 F254 
(0.25 mm, Merck)，RP-18 F254S (0.25 mm, Merck)を用い，検出は 254 nm の UV 照射下
における蛍光，アニスアルデヒド硫酸溶液による加熱発色を行った．
Aspergillus sp. TF0770 n-BuOH 抽出物の分画
　Aspergillus sp. TF0770 の n-ブタノール抽出物 7.00 g に 450 mL の水を加え，450 mL 
の酢酸エチルを用いて 3 回抽出を行い，酢酸エチル層を全て合わせた後，減圧留去
して，酢酸エチル可溶画分 5.50 g を得た．次に残った水層を 450 mL の n- ブタノー
ルを用いて 3 回抽出し，これを合わせて減圧留去し，n-ブタノール可溶画分 1.23 g 
を得た．さらに残った水層を減圧留去し，水可溶画分 0.57 g を得た．次に酢酸エチ
ル可溶画分 5.5 g をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し，fr.E1 (1.936 g, n-
hexane-EtOAc (9:1)), fr.E2 (0.327 g, n-hexane-EtOAc (4:1)), fr.E3 ( 0.184 g, n-hexane-EtOAc 
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(4:1)), fr.E4 (1.110 g,  n-hexane-EtOAc (1: 1)), fr.E5 (0.543 g,  n-hexane-EtOAc (1:2)), fr.E6 
(0.264 g, n-hexane-EtOAc (1:2)), fr.E7 (0.880 g, n-hexane-EtOAc (1:1)) を得た．続いて，
fr.E5-1 (26.2 mg, H2O-CH3CN (199:1)), fr.E5-2 (11.1 mg, H2O-CH3CN (9:1)), fr.E5-3 (11.7 
mg, H2O-CH3CN (4:1)), fr.E5-4 (68.8mg, CH3CN), fr.E5-5 (123.8 mg, CH3CN), fr.E5-6 (15.8 
mg, EtOAc), を得た．さらに fr.E5-1 22.8 mg に fr.E5-2 10.0 mg を合わせ，シリカゲルカ
ラムクロマトグラフィーに付し，n-hexane-CHCl3 (1:1),  CHCl3,  CHCl3-MeOH 
(49:1~1:1), MeOH で順次溶出させ化合物 1 (6.8 mg) を得た．また fr.E5 299.8 mg を 
ODS カラムクロマトグラフィーに付し, H2O-CH3CN (199:1~1:4), CH3CN, EtOAc で順
次溶出させ fr.E5-1'~fr.E5-9' を得た．さらに H2O で溶出した fr.E5-2' 47.2 mg をシリカ
ゲルカラムクロマトグラフィーに付し，n-hexane-CHCl3 (1:1),  CHCl3,  CHCl3-
MeOH (49:1~1:1), MeOH で順次溶出させ化合物 1 (12.8 mg) を得た．
c-4-[(E)-1-propenyl]cyclopentane-r-1,c-2-diol (1)
colorless oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.33-5.49 (2H, m), 3.97-4.04 (2H, m), 2.48-2.64 
(2H, br.s), 2.34-2.42 (1H, m), 2.07-2.15 (2H, m), 1.64 (3H, d, J = 5.1 Hz), 1.48 (2H, ddd, J = 
13.6, 9.6, 6.0 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ 135.4, 123.5, 73.1 (2C), 38.7, 36.8 (2C), 
17.8; HREIMS m/z 142.0983 [M]+ (142.0993 calcd. for C8H12O2). 
ショウジョウバエ感染モデル実験
1. 化合物の投与
　羽化後，12~18 時間のショウジョウバエ成虫 30 匹を集め，絶食後に化合物の投与
を行った．絶食はショウジョウバエをエサのない蒸留水のみのチューブに移動させ
絶食させる．化合物1 はエタノールに溶解させて最終濃度 10% (v/v) (1 mg/mL) とな
るよう 4% スクロース水溶液に添加し，桐山ロート用ろ紙（21 mm）に染み込ませ
て与えた．絶食，化合物投与のサイクルは figure 26 に示したとおりに行った．
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2. 細菌感染
　Erwinia carotorova (ECC15)，Micrococcus luteus のシングルコロニーを液体培地に入
れ，1 晩振とう培養する．遠心 (3600 x g, 5 min., rt) した後，培養液を除去する．ペ
レットを再懸濁し，1.5 mL チューブに移してさらに遠心 (2000 x g，5 min., rt) した




　Figure 26 のサイクルにしたがって25 ˚C でインキュベートする．感染後，1 日ごと
に生き残った成虫の数を数え，0 日を 100% とした生存率を算出した．
3'. 定量的RT-PCR
（1）total RNA の抽出
　あらかじめ氷冷しておいた TRIZOL (Gibco-BRL) 800 µL に細菌感染 8 時間後の成虫 
30 匹を入れ，シリンジおよびニードルを用いて細胞を破壊し，室温で 5 分間放置し
た．続いてクロロホルム (Wako) 160µL を加え，チューブを閉めて手で勢いよく約 
15 秒間振り混ぜ，室温で 2 分間放置した．遠心（12000 x g，15min.，4 ˚C）した後，
水層を除去し，RNase free glycogen (Roche Diagnostics) 1 µL，isopropyl alcohol
（Wako）400 µL を加えて沈殿させた．室温で 10 分間放置した後，遠心（12000 x 
g，10 min.，4 ˚C）し，上清を除去して DEPC 処理した 75% ethanol (Nacalai Tesque) 
800 µL を加える．さらに遠心（7500 x g，5 min.，4 ˚C）した後，ペレットを風乾す
る．50 µL の DEPC 処理水に溶解して，DNase 処理を行った．
　　　　　RNase in (Promega) 0.2 µL
　　　　　10 x DNase Reaction buffer (GIBCO) 5 µL
　　　　　DNase (GIBCO) 10 µL
　　　　　sample 35 µL
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以上を混合し，37 ˚C で 30 分間インキュベートする．
　反応後，phenol/chloroform/isoamyl alcohol (GIBCO) 50 µL を加えて，強く振り混ぜ，
遠心（ 1 2 0 0 0  x  g， 1 0  m i n .， 4  ˚ C）し，水層を別のチューブに移して，
phenol/chloroform/isoamyl alcohol 50 µL を加えて強く振り混ぜた．遠心（12000 x g，10 
min.，4 ˚C）し，水層に，100% ethanol (Nacalai Tesque) 250 µL，RNase free glycogen 
1µL を加え，RNA を沈殿させた．すぐに遠心（15000 x rpm，30 min.，rt）し，上清
を除去して風乾した．RNA ペレットを 20 µL の DEPC 処理水に溶解し，RNA 試料と
する．RNA のうち 1 µL を DEPC 処理水で 100 倍希釈し，OD260 を測定して濃度を
求めた（OD260 = 1 のとき 40 µg/mL RNAとする）．
（2）1st strand cDNAの合成
　RNA 1 µg，oligo (dT)15 primer (Promega) 1 µL に DEPC 処理水を加えて全量を 12.5 
µL とし，70 ˚C，10 分間インキュベートした．すぐに 1 分以上氷冷した後，スピン
ダウンを行い，逆転写反応を行った．
　　　　　上記の溶液 12.5 µL
　　　　　5 x RT Reaction buffer（Toyobo） 4 µL
　　　　　10 mM dNTPs 2 µL
　　　　　RNase in 0.5 µL
以上をを混合し，42 ˚C で 5 分間プレインキュベートした後．Rever tra Ace (Toyobo) 1 
µL をゆっくりと加え，42 ˚C で，50 分間インキュベートした．次に 99 ˚C で 5 分煮沸
した後，スピンダウンを行い，すぐに氷冷した．-20 ˚C で保管し，PCR のテンプ
レートとした．
（3）Light cycler による定量
　PCR 用 H2O (Roche Diagnostics) 9.4 µL に 25 mM MgCl2 (Roche Diagnostics) 1.6 mL，
10 µM Primer-Forward 鎖および Reverse 鎖各 1 µL，10 x LC DNA Master (Roche) 2.0 
µL，10 倍に希釈した cDNA サンプル 5.0 µL を Light Cycler 用キャピラリーに入れ
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る．これを遠心（3000 x rpm，15 sec.，rt）し，Light Cycler で定量を行った．PCR の
サイクルおよび Primer の設定は以下の通り．増幅によって生じた産物が特異的な 
PCR 産物であり，プライマーダイマーなどでないことを Melting curve によって確認
した．
＊PCR のサイクル
rp49：95 ˚C, 10 min.→(95 ˚C, 15 sec.→60 ˚C, 10sec.→72 ˚C, 8 sec.) x 40 cycles
→Melting→40 ˚C, 30 sec.
Dpt：95 ˚C, 10 min.→(95 ˚C, 15 sec.→60 ˚C, 10 sec.→72 ˚C, 10 sec.) x 40 cycles
→Melting→40 ˚C, 30 sec.
Drs：95 ˚C, 10 min.→(95 ˚C, 15 sec.→58 ˚C, 10 sec.→72 ˚C, 8 sec.) x 40 cycles
→Melting→40 ˚C, 30 sec.
Melting：95 ˚C→65 ˚C, 15 sec.→65 ˚C̃95 ˚C まで徐々に加熱
＊PCR のプライマー
rp49 F 5'- AGATCGTGAAGAAGCGCACCAAG -3'
 R 5'- CACCAGGAACTTCTTGAATCCGG -3'
Diptericin F 5'- GTTCACCATTGCCGTCGCCTTAC -3'
R 5'- CCCAAGTGCTGTCCATATCCTCC -3'




　4 well チャンバー付き組織培養用カルチャースライド (Falcon) の各 well に培地を 1 
mL ずつ分注し，その中に HUVEC を 1.2 x 104 cells/mL になるように蒔いた (各 
well 0.7 x 104 cells/cm2)．
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2. 試料化合物による前処理
　24 時間の培養後，培地を取り除き，DMSO に溶解させた試料を最終濃度 0.5%
(v/v) になるよう添加した培地を各 well 450 µL ずつ加えた．
3. TNF-α による刺激
　3 時間の前処理後，hTNF-α を添加して p65 の核内移行を誘導した．TNF-α は 5 
ng/mL になるように培地に溶解させて使用し，これを培地中に最終濃度 0.5 ng/mL 
(1/10) となるように添加して (50 µL) 刺激した．TNF-α 刺激後，5 分，20 分後の細胞
を PBS で 3 回洗浄した後，PEM (50 mM pipes buffer, pH 6.9, 5 mM EDTA, 1 mM 
MgSO4, 4% paraformaldehyde) で 4 ˚C，20 分間インキュベート，さらに PBS で 3 回洗
浄した後メタノールで室温，5 分間の固定を行った．PBS で 3 回洗浄した後，10% 
FCS を含む PBS で 4 ˚C，6 時間ブロッキングした．ブロッキング後，10% FCS を含
む PBS で 100 倍に希釈したウサギ抗 p65 (Santa Cruz Biotechnology) 抗体と 4 ˚C，一晩
反応させた．PBS で 3 回洗浄した後，10% FCS を含む PBS で 4 ˚C，1 時間ブロッキ
ングした．ブロッキング後，二次抗体として 10% FCS を含む PBS で 1000 倍に希釈
したCy3 標識抗ウサギ IgG 抗体 (Jackson) と 4 ˚C，1.5 時間反応させた．PBS で 3 回
洗浄後，核マーカーとして0.1 µg/mL DAPI (Sigma) を用い，蛍光顕微鏡 (ZEISS) によ
り観察した．
核抽出物中 NF-κB の標的DNA 結合活性評価
1. 細胞の培養
　90 mm 細胞培養用ディッシュ (Sumitomo Bakerite) に培地を 8 mL ずつ分注し，その
中に HUVEC を 1.2 x 105 cells/mL (1.5 x 104 cells/cm2) になるように蒔いた．
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2. 試料化合物による前処理
　24 時間の培養後，培地を取り除き，DMSO に溶解させた試料を最終濃度 0.5% 
(v/v) になるよう添加した培地を各 well 4 mL ずつ加えた．
3. TNF-α による刺激，核抽出
　3 時間の前処理後，hTNF-α を添加した．TNF-α は 10 ng/mL になるように培地に
溶解させて使用し，これを培地中に最終濃度 1 ng/mL (1/10) となるように添加して刺




　核抽出物中の活性化NF-κB の定量は NF-κB transcription factor microplate assay kit 





　60 mm 細胞培養用ディッシュ (primaria : FALCON) に培地を 3 mL ずつ分注し，その
中に HUVEC を 1 x 105 cells/mL (1.5 x 104 cells/cm2) になるように蒔いた．
2. 試料化合物による前処理
　24 時間の培養後，培地を取り除き，DMSO に溶解させた試料を最終濃度 0.5% 
(v/v) になるよう添加した培地を各 well 2 mL ずつ加えた．
3. TNF-α による刺激（IKK，IκB-α のリン酸化検出）
　3 時間の前処理後，hTNF-α を添加して IKK，IκB-α のリン酸化を誘導した．TNF-
α は 10 ng/mL になるように培地に溶解させて使用し，これを培地中に最終濃度 1 
ng/mL (1/10) となるように添加して (220 µL) 刺激した．TNF-α 刺激後，0 分，10 分後
の細胞を PBS で 2 回洗浄した後，1.5 x サンプルバッファー (0.25 M Tris-HCl, 40% 
glycerol, 8% β-mercaptoethanol, 0.05% bromophenol blue, 8% SDS, pH 6.8 を精製水で3/8 
に希釈) を 170 µL を加えてスクレイパー (cell scraper-M; Sumitomo Bakerite) を用いて
細胞を掻き取った．細胞は 600 µL のチューブに入れ，超音波破砕機 (ULTRASONIC 
PROCESSOR XL : MISONIX) を用いてホモジナイズした．その後，95 ˚C，5 分間熱
処理し，遠心分離 (12000 x g,1 min., rt, MX - 300 : TOMY) して，上清をウェスタンブ
ロッティング用の試料とした．
3'. TNF-α による刺激，抗 TAK1 抗体による免疫沈降（TRAF2，TAB2 との共沈の
　検出）
　3 時間の前処理後，hTNF-α を添加して TAK1，TAB2，TRAF2 を含め複合体の形
成を誘導した．TNF-α は 10 ng/mL になるように培地に溶解させて使用し，これを培
地中に最終濃度 1 ng/mL (1/10) となるように添加して (220 µL) 刺激した．TNF-α 刺激
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後，0 分，15 分後の細胞を PBS で 2 回洗浄した後，lysis buffer (20 mM HEPES pH 
7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 1 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride, 1% protease inhibitor cocktail, and 1% phosphatase inhibitor cocktail（Nacalai 
Tesque))を 170 µL を加えてスクレイパーを用いて細胞を掻き取った．1サンプルに
つきディッシュ 2 枚分の細胞を1.5 mL のエッペンドルフチューブに入れ，超音波破
砕機を用いてホモジナイズした．その後，遠心分離 (20000 x g,10 min., 4 ˚C MX - 300 
: TOMY) して，上清400 µL を免疫沈降に用いた．免疫沈降はウサギ抗TAK1 抗体




　SDS-PAGE はTris-glycine-SDS buffer にて行った．電気泳動は，Mini-Protein III 
Electrophoresis Cell (Bio-Rad) を用いて，200 V の一定電圧条件下で行った．泳動終了
後，Mini Trans-Blot Electrophoretic transfer Cell (Bio-Rad) を用い，100 V，1 時間でゲル
から PVDF 膜 (Hybond-P; Amersham Pharmacia Biotech.) へタンパク質を転写し
た．転写終了後のPVDF 膜は，TBST に 5% スキムミルクまたは4% ブロックエース
（雪印）を加えたブロッキングバッファーによるブロッキング後，以下の特異的抗
体と反応させた．
1 次抗体 : ウサギ抗 IκB-α, phospho-IκB-α (Ser32), IKK-β, phospho-IKK-α/β 
(Ser170/176) 抗体は Cell Signaling 社製を用いた．ウサギ抗 TAK1 抗体，マウス抗 
Actin，TRAF2 抗体，ヤギ抗 TAB2 抗体は Santa Cruz Biotechnology 社製を用いた．
2 次抗体 :  Horse Radish Peroxidase (HRP) 標識抗ウサギ IgG 抗体は Cell Signaling 社製
を用いた． HRP 標識抗マウス IgG 抗体，HRP 標識抗ヤギ IgG 抗体は Santa Cruz 
Biotechnology 社製を用いた．
　タンパク質の検出は化学発光検出試薬(LumiGlo (Cell Signaling) または SuperSignal 
West Pico Substrate (Pierce)) を用いて，HRP と基質により生じた化学発光を X-OMAT 
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